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Sulforafano  (SFN)  é o isotiocianato mais extensivamente estudado , com 
especial foco na sua atividade anti-tumoral  e é  encontrado principalmente em 
grande quantidade nos brócolos.  Vários estudos têm demonstrado a 
capacidade do SFN em causar paragem do ciclo celular, embora, nas linhas 
de osteosarcoma,  os efeitos do SFN sobre a proliferação celular e a 
progressão do ciclo celular estejam ainda pouco compreendidos.  
O objetivo deste estudo foi investigar a capacidade do SFN em induzir a 
paragem do ciclo celular,  o seu efeito na proliferação celular, bem como 
potenciais efeitos genotóxicos em linhas celulares humanas de osteosarcoma.  
Para realizar este objetivo, as células MG-63 foram expostas a diferentes 
concentrações de SFN  (5 e 10 µM)  em diferentes períodos  (24 e 48h). O 
crescimento e morfologia celular foram observados diariamente usando 
um microscópio invertido. A viabilidade celular foi determinada usando 
o ensaio de redução metabólica MTT. O ciclo celular foi avaliado por citometria 
de fluxo. A avaliação de danos no DNA foi realizada pelo  ensaio cometa.  
Observou-se para ambos períodos de exposição que a maior concentração de 
SFN reduziu a viabilidade celular em cerca de 33% e 40%, relativamente ao 
controlo. A progressão do ciclo celular também foi afetada  para a dose mais 
alta de SFN, verificando-se um aumento na percentagem de células na 
fase G2 para ambos os períodos.  Da mesma forma,  quanto maior a 
concentração de SFN maior a indução do aumento no dano no DNA. Por fim, 
estes resultados indicam que o SFN inibiu a proliferação e induziu paragem do 






























Sulforaphane (SFN) is the most extensively studied isothiocyanate, focused in 
its anti-tumoral activity and it is mainly found in great amounts in broccoli. 
Several studies have shown the ability of SFN to cause cell cycle arrest, 
however, regarding osteosarcoma cell lines, the effects of SFN on cell 
proliferation and cell cycle progression are still poorly understood. 
 The aim of this study was to investigate the effects of SFN on cell proliferation 
and its ability in inducing cell cycle arrest and genotoxicity in human 
osteosarcoma cell lines.  
 MG-63 cells were exposed to different concentrations of SFN (5 and 10 μM) 
for different time periods (24 and 48h). Cell growth and morphology was daily 
observed using in an inverted microscope. Cell viability was determined using 
the MTT reduction assay. Cell cycle was evaluated by flow cytometry. 
Evaluation of DNA damage was performed by the comet assay.  
For both periods of exposure, the highest SFN dose reduced cell viability in 
about 33% and 40% of the control. Cell cycle progression was also affected for 
the highest SFN dose, with an increase in the percentage of cells in the G2 
phase. Similarly, the highest SFN dose induced an increase in DNA damage. 
At last our results indicate that SFN inhibited proliferation and induced cell 
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1.1. O OSTEOSARCOMA E ESTUDOS PRÉ-CLÍNICOS  
1.1.1. CONSIDERAÇÕES GERAIS SOBRE O OSTEOSARCOMA 
Sendo um tecido vivo constantemente renovado, o tecido ósseo pode ser 
afetado por várias perturbações, de que se destacam os tumores. O 
osteosarcoma é particularmente importante pela sua incidência na população 
jovem.  
Aproximadamente 1.500 novos casos de osteosarcoma são registados 
nos E.U.A por ano, sendo assim relativamente pouco frequentes, mas em 
contrapartida, apresentam elevada incidência em jovens e elevada taxa de 
mortalidade (entre 30-40% em pacientes não mestastizados, e sobe para 80% em 
pacientes mestastizados). Apesar de surgirem também em adultos (sobretudo em 
idosos), os osteosarcomas têm particular importância em população jovem (e.g. 
adolescentes) (Ta et al, 2009). Este tumor maligno tem frequentemente uma 
propagação rápida. O tumor ocorre preferencialmente em ossos longos (e.g. 
tíbias e fémures) mas podem aparecer noutros ossos (vértebras, bacia, 
mandíbula) (Clarke et al 2008).  
O tratamento inclui a quimioterapia e ressecção cirúrgica completa. 
Contrariamente, a radioterapia em geral tem pouca eficiência. Contudo, sendo 
altamente proliferativo e recalcitrante, usa-se frequentemente quimioterapia 
agressiva mesmo antes da cirurgia. Os agentes quimioterápicos atualmente 
usados passam por e.g. cisplatina, ifosfamida e metotrexato que possuem vários 
efeitos secundários (Ta et al, 2009). 
Um dos maiores dramas da atualidade é o fato desta doença 
metastastizada não apresentar possibilidade de cura, em jovens pacientes (Ta et 
al, 2009). O desenvolvimento de novos compostos que tenham atividade 
antitumoral e que limitem a proliferação de osteosarcomas, é assim uma linha de 
investigação de extrema importância. Muitos destes estudos têm sido feitos in 
vivo, usando sobretudo ratinhos (Singh et al, 2004; Jones e Brooks 2006; Yoxall 
et al, 2005;) ou in vitro (Gamet-Payrastre et al 2000; Visanji et al, 2004; Karmakar 
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et al, 2006). Contudo, a pressão crescente para reduzir ensaios envolvendo 
animais, associada à dificuldade de transpor informação obtida com animais para 
o homem, leva a um crescente interesse por ensaios in vitro (usando sobretudo 
células/tecidos humanos em cultura) Este aspeto será mais aprofundado na 
secção 3.  
 
1.1.2. Linhas celulares de osteoblasto/osteosarcoma usadas em estudos in 
vitro: destaque para a Linha Celular MG 63 
Nos estudos in vitro sobre osteosarcomas, usam-se várias linhas 
celulares, sobretudo a MG-63 e a Saos-2 (Mohseny et al, 2011). A linha celular 
MG-63 (usada nesta dissertação) é caracterizada por ser uma linha celular 
derivada de osteosarcoma (tumor maligno humano). As células possuem uma 
morfologia de típica de fibroblastos e crescem em monocamada aderente. Estas 
células apresentam uma série de características típicas de um fenótipo de 
osteoblastos indiferenciados, incluindo a expressão de colagénio do tipo I e III, e 
uma baixa expressão basal de fosfatase alcalina (Pautke et al, 2004). 
As vantagens destas células da linha celular MG-63 de osteosarcoma, 
incluem a sua relativa facilidade de cultura e fornecimento elevado de material 
celular para efetuar um elevado número de estudos bioquímicos e moleculares 
em fatores capazes de regular o metabolismo dos osteoblastos (Bilbe et al, 1996). 
 
1.2. ISOTIOCIANATOS: COMPOSTOS COM POTENCIAL ANTITUMORAL 
1.2.1. CARACTERIZAÇÃO GERAL 
Dentro dos compostos com potencial interesse na utilização antitumoral, 
contam-se os isotiocianatos.  
Uma grande parte dos vegetais crucíferos consumidos pertence ao 
género Brassica, incluindo, os brócolos, couve-de-bruxelas, repolho, couve-flor, 
couve, mostarda e o nabo (Fig 1). Tal como outros vegetais, estes contêm um 
elevado número de nutrientes e fitoquímicos com propriedades quimiopreventivas 
onde se inclui o ácido fólico, fibras, carotenóides e a clorofila. Contudo, os 
vegetais crucíferos são únicos no aspeto em que estes são bastante ricos como 
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fonte de glucosinolatos, compostos que contêm enxofre e são responsáveis por 
um aroma pungente e picante (Higdon et al, 2007). 
Segundo Verhoeven et al (1996), 67% de todos os estudos relacionados 
com o consumo das Brassicáceas e o desenvolvimento de cancro apresentam 
uma associação inversa entre eles nos mais variados tecidos, como no rim, 
próstata, bexiga, cólon e estômago. 
As Brassicáceas contêm muitos componentes bioativos, incluindo 
flavonóides, como a quercetina; minerais, como o selénio; e vitaminas, como a 
vitamina C. Destaca-se também a presença dos glucosinolatos (GLS), classe de 
metabólitos secundários presente em mais de 100 espécies da família das 




Os glucosinolatos são compostos de (R-C (=N-O-SO3 –) -S-glucose) e 
que partilham uma estrutura química básica que consiste num grupo β-d-
tioglucose, um grupo oxima-sulfonado e uma cadeia lateral derivada de metionina, 




triptofano, fenilalanina ou de aminoácidos de cadeia ramificada. Os glucosinolatos 
não são bioativos até que tenham sido hidrolisados enzimaticamente ao seu 
isotiocianato quimicamente relacionado (Fimognari et al, 2006). 
A reação de hidrólise consiste na quebra da ligação tioglucosídica, pela 
enzima mirosinase, que liberta a glucose e forma uma aglicona (R-C (-SH) =N-O-
SO3-) que é um composto instável. Por fim os fragmentos de aglicona eliminam o 
grupo sulfato, SO4
2–, e formam o grupo isotiocianato R-N=C=S (Fig 2) (Chu et al, 
2009). Além da formação dos isotiocianatos, dá-se a formação de nitrilos, 
tiocianatos e a oxazilidina-2-tiona, dependendo a formação destes produtos do pH 












Após a reação de hidrólise da enzima mirosinase, durante o 
processamento da comida ou durante a digestão, os isotiocianatos e os outros 
produtos da hidrólise dos glucosinolatos, são libertados para o lúmen intestinal. 
No lúmen alguns dos produtos não são absorvidos e eventualmente são digeridos 
pela flora intestinal, enquanto uma parte substancial dos isotiocianatos livres 
difunde-se passivamente para as células epiteliais mucosas (Fig 3) (Johnson, 
2007) 











Os isotiocianatos apresentam uma capacidade notável de atuar nas três 
fases do processo carcinogénico: iniciação tumoral, fases de progressão e 
promoção, e também ao intervir na supressão dos passos finais carcinogénicos 
isto é, angiogénese e metastização (Traka e Mithen, 2009). 
O processo mecânico por trás do efeito quimiopreventivo do efeito dos 
isotiocianatos, parece envolver a modulação de múltiplas vias, que são 
reguladoras chave de doença crónica e da carcinogénese. Os seus efeitos 
incluem: a) proteção contra fatores externos/ambientais interferindo com o 
metabolismo xenobiótico, b) aumento da capacidade antioxidante das células e c) 
interferência com o crescimento das células tumorais (Traka e Mithen, 2009). 
Outras funções conhecidas dos isotiocianatos incluem a degradação 
seletiva da tubulina, que é uma proteína estável, abundantemente presente no 
citoesqueleto e necessária para a progressão do ciclo celular (Yao et al, 2011). 
Estes apresentam também uma grande capacidade em induzir apoptose sendo a 
sua atividade pró-apoptótica primeiramente descrita nos finais dos anos 90 
(Brown e Hampton, 2011). Por fim os isotiocianatos mais especificamente, o 
sulforafano, demonstra potencial para tratar gastrites causadas pelo Helicobacter 
pylori (Halkier e Gershenzon, 2006). 
Figura 3 - Libertação de glucosinolatos no lúmen do intestino, 
absorção e metabolismo dos isotiocianatos e alguns locais possíveis 
de ação e vias de excreção. Fonte: Johnson, 2007. 
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Como existem mais de 120 glucosinolatos nas diferentes variedades das 
Brassicáceas, os diversos tipos e concentrações de isotiocianatos resultantes da 
sua hidrólise, variam entre as espécies, dependendo das condições e local de 
plantação, altura da colheita e genótipo das espécies (Lampe et al, 2002). 
Vários mecanismos são propostos para explicar o efeito quimiopreventivo 
dos diversos isotiocianatos presentes nas espécies que compõe a família das 
Brassicáceas. Pouco se sabe sobre os efeitos da maioria dos isotiocianatos 
presentes nos extratos das Brassicáceas, no entanto, desde que o sulforafano foi 
identificado pela primeira vez, em 1992, como um potente agente 
quimiopreventivo, os seus mecanismos têm sido amplamente estudados e 
revelam diferentes respostas dependendo do estágio da carcinogénese (Clarke et 
al, 2008). 
Os isotiocianatos podem ser divididos em seis fitocompostos com base 
nas suas atividades biológicas, sendo esta divisão baseada naqueles presentes 
na nossa dieta, o isotiocianato de alilo, o isotiocianato de benzil, isotiocianato de 
fenetil, erucina, iberina e o sulforafano (Yao et al, 2011). 
 
1.2.2. Sulforafano 
Sulforafano é um derivado da glucorafenina [4 metil – sulfinil – butil 
glucosinolato] (Shan et al, 2006) e é um dos isotiocianatos mais amplamente 
estudado sendo encontrado de forma significativa e em grande quantidade nos 
vegetais do género Brassica, especialmente em brócolos. Muitos estudos em 
animais indicam que o sulforafano possui atividade quimiopreventiva contra 
muitos agentes carcinogénicos. (Tope e Rogers, 2009). 
O sulforafano modela o processo carcinogénico através de (a) inibição da 
fase 1 das enzimas de fase I citocromo P450 (CYP), (b) indução das enzimas 
metabolizadoras de fase 2, (c) funções antioxidantes através de um aumento no 
níveis de GSH a nível tecidular, (d) propriedades de indução de apoptose, (e) 
indução de paragem do ciclo celular, (f) propriedades anti-inflamatórias e (g) 
inibição da angiogénese (Juge et al, 2007). Estas propriedades do sulforafano 
mostram que este não só é um importante agente quimiopreventivo do cancro, 
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capaz de inibir várias etapas do processo cancerígeno, mas também pode ser 
uma droga terapêutica potencialmente útil no combate ao cancro (Zhang, 2002) 
(Fig 4). 
O metabolismo xenobiótico desempenha geralmente um papel 
fundamental no processo de iniciação tumoral. Convencionalmente, o 
metabolismo xenobiótico desenvolve-se por dois processos consecutivos, fase I e 
fase II (Elbarbry e Elrodi, 2011), uma vez que as enzimas de fase I convertem pró-
carcinogénicos em carcinogénicos e as enzimas de fase II destoxificam os 
carcinogénicos e facilitam a sua excreção (Fig 5) (Clarke et al, 2008). 
Assim, o sulforafano pode regular o metabolismo das enzimas de fase I 
pela interação direta com as enzimas citocromo P450 (CYP) ou regulando os 
seus níveis transcricionais na célula. A inibição dose dependente foi demonstrada 
com a diminuição da atividade das enzimas CYP1A1 e CYP2A2, nas células da 
linha tumoral da mama (Skupinska et al, 2009). Em culturas primárias de 
hepatócitos de ratos, o sulforafano provocou uma diminuição na atividade 
enzimática com CYPs 1A1 e 2B1/2, conforme o aumento da concentração (Yoxall 
et al, 2005). Nos hepatócitos humanos de culturas primárias, o sulforafano 
provocou uma diminuição nos níveis de mRNA da CYP3A4, a principal CYP no 
fígado humano, e por consequência levou a uma diminuição da atividade da 
CYP3A4 (Maheo et al, 1997). 
O sulforafano é descrito como o indutor natural mais potente de enzimas 
de fase II tanto em animais como em humanos, onde existe uma forte relação 
inversa entre níveis tecidulares destas enzimas e a suscetibilidade a 
carcinogénicos químicos (Talalay et al, 2000). Embora muitas linhagens de 
células respondam ao sulforafano, existe alguma variabilidade na extensão e na 
indução do tipo de enzima de fase II, dependendo do tipo de linha celular 
(Fimognari et al, 2006). Assim em células da linha tumoral do fígado, observou-se 
um aumento nos níveis de mRNA para a enzima UDP-glucoronosil transferase 
(Maheo et al, 1997) enquanto em hepatócitos humanos de culturas primárias 
verificou-se um aumento dos níveis de mRNA para a enzima glutationa-S-
transferase (Bacon et al, 2003). Em estudos in vivo com ratos verificou-se um 
 9 
 
aumento das enzimas quinona oxireductase 1 e da glutationa-S-transferase 
(Jones e Brooks, 2006). 
 
Embora o sulforafano não seja um antioxidante de ação direta ou pró-
oxidante, existem evidências substanciais de que o sulforafano atua 
indiretamente, de modo a aumentar a capacidade antioxidante das células 
animais e as suas habilidades para lidar com o stress oxidativo (Fahey e Talalay, 
1999). Verificou-se que o sulforafano aumentou os níveis de glutationa, que é 
uma molécula que mantém o equilíbrio redox e protege as células das espécies 
reativas de oxigénio, 4,3 vezes mais em células tumorais humanas de fígado (Ye 
e Zhang, 2001). 
A apoptose desempenha um importante papel no desenvolvimento e 
manutenção da homeostasia e também na eliminação de células que estão 
danificadas, ou deixaram de ser necessários para o organismo. A regulação 
inadequada da apoptose tem sido implicada numa extensa variedade de doenças, 
entre elas o cancro. Por outro lado, a indução de apoptose pode representar um 
mecanismo de proteção pelos quais vários fitocompostos, incluindo o sulforafano, 
Figura 4 - Quimioprevenção do cancro pelo sulforafano através da modulação de enzimas 
metabolizadoras. Fonte: Elbarbry et al, 2011 
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podem inibir essas desordens celulares (Elbarbry e Elrodi, 2011). O processo 
apoptótico pode ser executado pela cascata de caspases, que são proteases de 
cisteína responsáveis pela iniciação e execução de apoptose. Assim, a indução 
de apoptose é um dos potenciais biomarcadores de uma dose biologicamente 
efetiva de moléculas quimiopreventivas (De Flora et al, 2001). Neste contexto 
verificou-se que o sulforafano é um indutor de apoptose em várias linhas tumorais 
tais como; bexiga (Shan et al, 2006), ovário (Bryant et al, 2010), cólon (Gamet-
Payrastre et al, 2000), e cérebro (Karmakar et al, 2006 e Van Meir et al, 2010). 
Verificou-se também que o sulforafano induziu apoptose em linhas tumorais de 
osteosarcoma de ratinho como a LM8 (Matsui et al, 2007) e em linhas de 
osteosarcoma humano como a U2-OS (Kim et al, 2011). Verificou-se que estes 
resultados ocorriam de modo dose dependente.  
 
A progressão do ciclo celular através das quatro fases, G1, S, G2 e M, é 
regulada pelas moléculas quinase dependentes de ciclina (CDK) e as ciclinas, 
que conduzem a célula de uma fase para outra e que por sua vez, são reguladas 
por inibidores (Fig 6) (Juge et al, 2007). Existe um vasto leque de evidências de 
que o sulforafano pode parar o ciclo celular em diferentes estágios da sua 
progressão, um mecanismo pelo qual pode inibir a proliferação de células 
cancerosas e exercer o seu efeito anti-cancerígeno (Elbarbry e Elrodi, 2011). A 
paragem do ciclo celular por ação do sulforafano foi observada em células da 
linha tumoral da próstata, uma vez que este promove a paragem do ciclo celular 
na fase G2/M (Singh, et al 2004). Em células da linha tumoral Jurkat T (Fimognari 
et al 2002) e em células da linha tumoral da mama (Jackson e Singletary, 2004), 
observou-se igualmente a paragem do ciclo celular na fase G2/M, enquanto em 
células da linha tumoral do carcinoma da bexiga, observou-se uma paragem do 
ciclo celular na fase G0/G1 (Shan et al, 2006). Evidências para a paragem do ciclo 
celular em linhas tumorais derivadas de osteosarcoma estão descritas para as 
linhas tumorais LM8 de roedores, em que ocorreu paragem do ciclo celular para a 
fase G2/M (Taka-Aki et al, 2007) e para a linha humana tumoral de osteosarcoma 
U2-OS, onde se verificou igualmente paragem do ciclo celular na fase G2/M (Kim 




Embora se pense desde há muito que a inflamação crónica e o processo 
carcinogénico estejam mecanicamente ligados, só mais recentemente é que esta 
associação foi aceite (Heiss et al, 2001). Recentes estudos sobre a associação 
entre inflamação e cancro têm identificado várias moléculas chave a mediar o 
processo inflamatório de formação e promoção de tumores sendo uma dessas 
moléculas o fator nuclear-kB (NF-kB) (Clarke et al, 2008), assim foi realizado um 
ensaio onde, para as linhas tumorais da próstata LNCaP P53, foram 
administradas concentrações de 20 e 40 μM de sulforafano e após uma hora de 
tratamento já se observava em ambas as concentrações uma diminuição 
acentuada do nível de NF-kB (Choi et al, 2008). 
 
A angiogénese é um processo fisiológico relevante para o crescimento de 
tecidos, remodelação e cicatrização de feridas, mas também é um pré-requisito 
para o crescimento de tumores e metástases (Carmeliet e Rakesh, 2000). Um 
estudo realizado notou que o sulforafano inibia a atividade proliferativa em human 
umbilical vein endothelial cells (HUVECs) por apoptose de modo dose 
dependente (Asakage et al, 2006). 
Figura 5 - Sulforafano induz a paragem do ciclo celular através da modulação de diferentes 
fases da progressão do ciclo celular. Fonte: Juge et al, 2007 
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1.3. ENSAIOS IN VIVO VS. IN VITRO  
1.3.1. Ensaios in vivo: breves considerações 
Para além das considerações éticas que cada vez mais envolvem os 
ensaios in vivo, outras vantagens do uso de modelos de células in vitro assentam 
na aplicabilidade prática, como a facilidade de cultura, o seu relativamente baixo 
custo e rendimento elevado. Além disso, é relativamente fácil alterar a expressão 
génica para testar hipóteses específicas sobre os mecanismos de ação dos 
fitoquímicos. A cultura de células permite, assim, usar modelos simples e 
possibilita a observação de efeitos dos fitocompostos em ambientes bem 
definidos e controlados. 
Os estudos em linhas celulares são particularmente relevantes para os 
estudos iniciais na compreensão dos mecanismos de prevenção encontrados nos 
produtos das plantas. Em complemento aos ensaios in vitro, os ensaios in vivo 
apresentam também inúmeras vantagens, nomeadamente a complexidade de se 
trabalhar com órgãos e sistemas, atualmente impossível ou difícil de reproduzir in 
vitro. O uso de modelos animais é amplamente utilizado para explorar a atividade 
biológica dos fitoquímicos presentes na dieta, com a expectativa de que os efeitos 
observados nestes modelos possam ser extrapolados para os humanos. Os 
modelos animais mais frequentes usados são os ratinhos. Estes modelos animais 
são largamente usados para modelar respostas em estudos nutricionais, 
considerando o elevado grau de ortologia entre ratinhos e os seres humanos, uma 
vez que a proporção de genes do rato com uma única identificação ortóloga no 
genoma humano é de aproximadamente 80%. Esta característica torna estes 
roedores um excelente modelo para investigar alterações ambientais e genéticas 
raramente exequíveis em humanos. 
O pequeno tamanho, o tempo de gestação e a esperança de vida destes 
roedores, faz com seja possível uma criação rápida de um grande número de 
animais e, consequentemente os ensaios pré-clínicos em modelos animais 
possam ser realizados num relativo curto espaço de tempo, permitindo o estudo 
de resposta crónica à doença após manipulação nutricional e fornecendo dados 
farmacológicos, toxicológicos e biológicos de valor inestimável que podem prever 
a eficácia clínica de componentes presentes na dieta. Além disso, é possível 
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realizar uma análise abrangente da resposta à doença através da proteómica, 
transcriptómica, e análises da metabolómica. A principal limitação destes modelos 
é que, apesar do facto dos animais selecionados nos estudos preventivos 
apresentarem características semelhantes às da doença sob investigação, estes 
nunca apresentam características morfológicas, fisiológicas, ou bioquímicas 
idênticas (Traka e Mithen, 2011). 
 
1.3.2. Ensaios de compostos in vitro 
Os ensaios de novos compostos, como os de atividade antitumoral, 
passam por estudos de citotoxicidade ou de genotoxicidade em células tumorais 
e/ou normais in vitro. Destacam-se abaixo alguns aspetos relacionados com a 
citotoxicidade e a genotoxicidade in vitro. 
O termo citotoxicidade refere-se aos efeitos adversos que ocorrem a partir 
da interação de um agente tóxico com as estruturas e / ou processos essenciais 
para a sobrevivência, proliferação e / ou função celular (Bakand et al, 2005). 
Atualmente é difícil monitorizar os efeitos sistémicos fisiológicos in vitro, assim, a 
maioria dos ensaios determina os efeitos a nível celular (Freshney, 2010). O 
desenvolvimento de ensaios de citotoxicidade in vitro tem sido impulsionado pela 
necessidade de avaliar rapidamente a potencial toxicidade de um grande número 
de compostos, para assim limitar sempre que possível a experimentação animal e 
realizar testes com pequenas quantidades de composto. Os ensaios de 
citotoxicidade avaliam as alterações induzidas por drogas em vias metabólicas ou 
de integridade estrutural, que podem ou não estar diretamente relacionadas com 
a morte celular (Masters, 2000).  
 
A mutagenicidade refere-se à indução de alterações permanentes e 
transmissíveis na quantidade ou na estrutura do material genético das células ou 
organismos. Estas alterações podem envolver um único gene (mutações 
pontuais), um bloco de genes ou cromossomas inteiros (aberrações 
cromossómicas estruturais ou numéricas). A genotoxicidade é um termo mais 
amplo e refere-se a processos que alteram a estrutura, o conteúdo da informação 
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e a segregação do DNA e que não são necessariamente associados a 
mutagenicidade. Tais processos incluem síntese do ADN, troca de cromátides 
irmãs, quebras de cadeia de DNA, formação de aductos de DNA e recombinação 
mitótica (Serafimova, et al 2010).  
 
1.3.3. Citometria de fluxo (FCM) 
A citometria de fluxo foi primeiramente desenvolvida, para a contagem e 
análise de células sanguíneas, no final dos anos 50. A hematologia e a 
imunologia celular foram sem dúvida as duas áreas da Biologia que estimularam o 
desenvolvimento da tecnologia da citometria de fluxo. No entanto, com a natural 
evolução dos meios técnicos e com o aparecimento de novos marcadores 
fluorescentes, a utilização desta instrumentação alastrou-se a outras áreas e a 
estudos com outros tipos de células, como por exemplo células vegetais e 
microbianas (Loureiro e Santos, 2004). 
Um citómetro de fluxo (Fig 7) é um sistema constituído por 5 elementos: 
uma fonte de luz, (lâmpada de mercúrio ou laser), uma câmara de fluxo, unidades 
de filtros ópticos para selecção de um intervalo de comprimento de onda 
específico, a partir duma gama espectral mais vasta, fotodíodos ou 
fotomultiplicadores para a detecção sensível e processamento dos sinais com 







A suspensão celular é injetada e atravessa a câmara (Fig 8) onde se dá 
uma passagem, célula a célula através do feixe de luz, perpendicular ao fluxo. A 
passagem individual das células é conseguida através da focagem hidrodinâmica 
do fluxo da amostra, sendo esta injectada no seio de uma solução salina (sheath 
fluid) que também atravessa a câmara. A diferença de velocidades entre os dois 
fluidos faz com que o fluxo se processe em regime laminar. A velocidade de 
escoamento da solução de revestimento (sheath fluid) é superior à da amostra e é 
ajustável, o que irá permitir reduzir e controlar a espessura da solução da amostra 
para que possa passar uma célula de cada vez. Desta forma, podem-se detetar 
até 10000 células (eventos) por segundo. O feixe de luz de excitação ao 
interceptar a célula na câmara, sofre dispersão tanto na direção frontal (forward 
scattering - FS), quer lateral (side scattering- SS). A luz assim dispersa vai ser 
detetada diretamente por fotodíodos (dispersão frontal) ou a 90º (dispersão 
ortogonal) por tubos fotomultiplicadores. A combinação dos dois tipos de luz 
dispersa vai apresentar informações relevantes, designadamente, a dimensão 
celular, a granularidade/complexidade e a morfologia (Silva et al, 2004).  
 






















Compostos intracelulares com fluorescência própria (ex: clorofilas, 
ficobiliproteínas, NAD(P)H, etc.) ou suscetíveis de se ligarem a corantes 
fluorescentes (fluorocromos), possibilitam a diferenciação seletiva de 
subpopulações com base na combinação de vários fluorocromos. A fluorescência 
destes compostos é também detetada por fotomultiplicadores, através de um 
sistema de lentes, espelhos dicróticos e filtros ópticos (Silva et al, 2004).  
Os citómetros atuais mais sofisticados podem possuir até 16 (ou mais 
recentemente até 20) detetores em simultâneo (luz dispersa e fluorescente), o 
que lhes permite analisar múltiplas possibilidades de características celulares e/ou 
componentes celulares de um grande número de células de forma individual. Esta 
característica versátil denomina-se por análise multiparamétrica, (Silva et al, 2004; 
Bernas et al, 2006).  
 
1.3.4. Técnicas de avaliação de cito e /ou genotoxicidade 
A citotoxicidade pode ser avaliada por uma enorme bateria de técnicas. 
Os ensaios de citotoxicidade são amplamente utilizados em estudos de 
toxicologia in vitro, sendo os mais comuns a, libertação da enzima lactato 
Figura 7 – Representação esquemática de uma câmara de fluxo. 
http://madtechs.blogspot.com/2008_06_29_archiar.htmlin in Silva et al, 2004) 
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desidrogenase (LDH), o vermelho neutro (3-amino-m-dimetilamino-2-
metilfenazina) clorohidrato, o azul de tripano e o ensaio de MTT (brometo de 3- 
(4,5-dimetiltiazol-2il) - 2,5-difenil de tetrazólio), utilizados para a detecção de 
citotoxicidade ou viabilidade celular após exposição a substâncias tóxicas (Fotakis 
e Timbrell, 2006). Estes ensaios foram optimizados para o uso de microplacas 
(formato de 96 poços). Essa miniaturização permite a análise de muitas amostras 
rapidamente e em simultâneo (Weyermann et al, 2005). 
O ensaio da libertação da enzima lactato desidrogenase (LDH) é baseado 
na medição da atividade da LDH no meio extracelular (Fotakis e Timbrell, 2006). 
Esta é uma enzima citoplasmática estável presente em todas as células, que é 
libertada para o meio de cultura devido à perda da integridade da membrana e 
que pode ser quantificada por espectrofotometria, permitindo avaliar do número 
de células vivas (Chiellini, 2006). Esta técnica é conhecida pela sua fiabilidade, 
velocidade e facilidade de execução (Fotakis e Timbrell, 2006).  
O vermelho neutro tem sido utilizado para a identificação de células vivas 
em culturas. Este ensaio quantifica o número de células viáveis e intactas após a 
sua exposição a tóxicos e baseia-se na absorção e subsequente acumulação 
lisossomal do corante supravital, vermelho neutro. (Weyermnn et al, 2004).  
O ensaio MTT, (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2il) - 2,5-difenil de tetrazólio) 
baseia-se na capacidade das desidrogenases associadas ao NADPH e ao NADH, 
em células vivas, converterem o substrato amarelo solúvel em água (MTT) num 
produto de cor púrpura, no interior das células, os cristais de formazano. Estes 
cristais podem ser observados ao microscópio e extraídos com solventes 
orgânicos, como por exemplo o DMSO (Dimetilsulfóxido), permitindo a sua 
quantificação por espectrofotometria. Quanto maior intensidade de púrpura se 
observar, maior o número de células viáveis (Mossman, 1983). A posterior 
alteração do protocolo inicial descrito por Mossmann em 1983 foi proposta, a fim 
de melhorar a reprodutibilidade e a sensibilidade do ensaio (Fotakis et al, 2006).  
O azul de tripano é um corante que tem sido amplamente utilizado para 
corar seletivamente tecidos ou células mortas. O mecanismo da coloração do azul 
de tripano é baseado no fato deste ser carregado negativamente e não interagir 
com as células a menos que a membrana esteja danificada. Uma vez que, as 
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células sem danos são muito seletivas sobre os compostos que passam através 
das suas membranas, estas não devem corar com o azul de tripano. Portanto, 
todas as células que excluem o corante são consideradas viáveis (Tran et al, 
2011). 
 
O Ensaio Cometa ou eletroforese em gel de células individualizadas é um 
dos muitos ensaios utilizado para detetar microscopicamente danos no DNA ao 
nível de uma única célula (Kumaravel et al, 2009). Este combina a simplicidade de 
técnicas bioquímicas para detecção de quebra de DNA de cadeia simples 
(quebras de cadeia e excisão incompleta dos locais de reparação), sítios alcalinos 
lábeis e locais de “cross-linking”, com a abordagem celular individualizada típica 
de ensaios citogenéticos (Jha, 2008). A determinação de danos é realizada quer 
através de observação visual de células (após a classificação em diferentes 
categorias, com base no comprimento da cauda e forma) ou usando diferentes 
tipos de software de domínio público comercialmente disponíveis (que 
reconhecem automaticamente a extensão do dano). Neste ensaio, o tamanho, 
forma e quantidade de DNA dentro do 'cometa' desempenham papéis importantes 
na determinação do nível de danos. O uso de um “software”, também fornece 
uma série de parâmetros diferentes, muitas das quais podem não ser relevantes 
para a determinação da extensão dos danos no DNA (Kumaravel et al, 2009).  
O dano de DNA e a reparação defeituosa do DNA são os eventos 
moleculares subjacentes que dirigem a iniciação e progressão do cancro. 
Portanto, não é surpreendente que muitos estudos tenham utilizado o ensaio 
cometa para investigar danos no DNA e características de reparação, numa 
ampla gama de células tumorais em resposta a uma variedade de agentes que 
danificam DNA. Estes estudos incluem investigações sobre linhas de células 
humanas tumorais como investigações em células tumorais extraídas de 
pacientes com cancro (McKenna et al 2008).  
Entre as principais vantagens do Ensaio Cometa incluem-se: (a) a recolha 
de dados por análise de célula a célula, permitindo análises estatísticas mais 
consistentes, (b) a necessidade de apenas recolha de amostras com um pequeno 
número de células (<10000 por amostra inicial), (c) sensibilidade para detetar 
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danos no DNA e (d) uso de qualquer população eucariota de células 
individualizadas tanto in vitro como in vivo (Costa et al, 2011). 
Apesar de grandes vantagens, algumas desvantagens também estão 
associadas ao ensaio cometa. Teoricamente, o teste do cometa pode ser usado 
para todas as células animais, contudo, algumas vezes não são alcançados 
dados consistentes. Alguns estudos têm sido publicados sobre o ensaio cometa in 
vivo; no entanto, atualmente não existem disponíveis controlos apropriados para o 
ensaio cometa in vivo. O ensaio cometa não é capaz de detetar pequenos 
fragmentos de DNA (menores de 50 kb), uma vez que são na sua maioria lavados 
durante a lise e a eletroforese. O ensaio também falha para detetar danos 
associados ao DNA mitocondrial, uma vez que também são muito pequenos. 
Células apoptóticas também são lavados durante a lise e eletroforese, não sendo 
portanto detetadas através de ensaio cometa (Nossoni, 2008). 
 
A análise do ciclo celular e da cinética da proliferação celular são dois 
parâmetros importantes na avaliação da progressão de tumores e em estudos 
toxicológicos. Devido à sua importância, têm-se investido bastantes esforços para 
desenvolver técnicas que sejam cada vez mais precisas, rápidas e fáceis de 
realizar. O aparecimento da citometria de fluxo levou à possibilidade de executar 
estas medições com uma precisão e rapidez inigualáveis levando a enormes 
progressos na área da biologia celular, especialmente no campo do ciclo celular. 
O ciclo celular é o fenómeno biológico que permite a todas as células 
indiferenciadas originar células filhas com as mesmas características genéticas e 
que, aquando da saída do ciclo celular, se diferenciem (Azevedo, 2005). 
O ciclo celular divide-se tradicionalmente em interfase e mitose. A fase de 
divisão, denominada mitose ou fase M, é separada da divisão seguinte pela 
interfase. A observação de que a duplicação (replicação) dos cromossomas 
ocorre durante um período específico da interfase originou a sua divisão em três 
partes, tendo o período de síntese do DNA sido denominado fase S, a fase que o 








A fase G1 é a primeira fase do ciclo celular, em que há o crescimento 
celular e a síntese de proteínas e de RNA. É o período que decorre entre o final 
da mitose e o início da síntese de DNA. Ela dura normalmente entre 6 e 12 horas, 
período em que célula duplica o seu tamanho e massa, devido à síntese contínua 
de todos os componentes, como resultado da expressão de genes que codificam 
proteínas responsáveis pelo seu fenótipo particular (Alberts et al, 2002).  
A Fase S é a segunda fase do ciclo celular, caracterizada por ocorrer a 
síntese ou replicação de DNA, como resultado, cada cromossoma é duplicado e é 
composto por dois cromatídeos idênticos. Na replicação do DNA, o núcleo contém 
o dobro de proteínas e de DNA nuclear, comparado com o início do ciclo. Ela dura 
em geral, cerca de 6-8 horas (Alberts et al, 2002).  
A fase G2 é a terceira fase de crescimento do ciclo celular caracterizada 
pela continuação da síntese de proteínas e RNA. No final deste período é 
observado sob o microscópio de alterações na estrutura celular, o que indica o 
início da divisão celular. Ela pode ter uma duração média de 3 a 4 horas. Termina 
quando a cromatina começa a condensar no início da mitose (Alberts et al, 2002).  
A fase M corresponde à mitose, período no qual os cromossomas 
replicados são divididos em dois núcleos separados e onde ocorre a divisão 
citoplasmática (citocinese), originando duas células filhas.  
 
Figura 8 - Esquema representativo do ciclo celular de eucariontes 




Para além destas quatro fases, existe a fase G0, que é frequentemente 
agrupada à fase G1 (mas associada a processos de, e.g., diferenciação, e não de 
divisão) e pode ser muito prolongada. Esta fase observa-se em células 
caracterizadas por um longo período de vida e que raramente se dividem (células 
quiescentes). No entanto, após estímulos adequados, as células podem deixar 
este estado, entrar em G1 e dar assim seguimento ao ciclo celular (Azevedo 
2005). 
 
No modelo de ciclo celular exposto por Howard e Pelc (1986), o tempo 
entre cada mitose encontra-se dividido em três fases: G1, S e G2. Durante o 
período de crescimento celular (fase G1) uma célula diplóide exibe um conteúdo 
2C (C – conteúdo de um conjunto haplóide de cromossomas) em ADN nuclear, ou 
seja., possui duas cópias de cada gene. Durante a fase S ocorre a duplicação do 
genoma nuclear e na fase seguinte (fase G2) vai ocorrer o segundo período de 
crescimento celular, durante o qual o conteúdo em ADN nuclear é conservado no 
nível 4C. Ocorrendo de seguida a mitose (fase M) durante a qual a célula se 
divide, formando-se duas células filhas, contendo, cada uma, um conteúdo 2C em 
ADN (Loureiro e Santos 2004). 
Dado que o objetivo é quantificar de forma absoluta ou relativa o DNA 
total do núcleo, o passo inicial deste tipo de análises por citometria de fluxo, 
consiste no isolamento de núcleos intactos, o que é geralmente conseguido com a 
utilização de um tampão lise e de um método de isolamento adequado ao tipo de 
material a analisar (ex: tecido animal, células em suspensão, material parafinado) 
(Shapiro, 2005).  
 
1.4. OBJETIVOS DESTA DISSERTAÇÃO 
Esta dissertação teve como objetivo principal, avaliar aspetos de cito e 
genotoxicidade do sulforafano em células de osteosarcoma humano.  
Para esse efeito, usaram-se células da linha tumoral humana de 
osteosarcoma MG-63 in vitro. Estas células foram expostas ao composto 
sulforafano e a citotoxicidade deste, foi avaliada durante 24 e 48 horas, 
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recorrendo a um ensaio de referência (ensaio MTT) para determinar a viabilidade 
celular. Em complementaridade com estudos de citometria de fluxo avaliou-se 
ciclo celular e putativas alterações na ploidia. Por outro lado, o ensaio cometa 




2. MATERIAL E MÉTODOS 
2.1. MANUTENÇÃO DA CULTURA DE CÉLULAS 
 
As células MG-63 são cultivadas em frascos de 75 cm2 (Corning), com o 
meio α-Minimal Essential Medium (α-MEM) (Gibco Invitrogen) suplementado com 
10% FBS (Gibco Invitrogen) 2,5 µg/ml de fungizona (Gibco Invitrogen) 10000 
unidades/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco Invitrogen) a 37 ºC numa 
atmosfera húmida contendo 5 % de CO2. 
As células são observadas diariamente ao microscópio invertido 
(ampliação 40x) (Leica) para verificar o seu estado de confluência, morfologia e 
eventuais contaminações por fungos ou bactérias. As células foram subcultivadas 
de 3 em 3 dias, período após o qual atingiram uma confluência de 80 a 90 % 
(confluência é a % de ocupação da superfície do frasco disponível para o 
crescimento celular). 
Uma vez que as células MG-63 crescem em monocamada aderente, a 
passagem (subcultura) das mesmas envolve a adição de uma enzima proteolítica, 
a tripsina que digere as adesões célula-célula e também dissocia as células do 
frasco de cultura. Para tal, o meio de cultura foi retirado e as células foram 
lavadas com 5 ml de tampão fosfato salino, (PBS) (Gibco, Invitrogen), a pH 7,2. 
Após a lavagem das células, adicionaram-se 3 ml de uma solução de tripsina – 
ácido etilenodiamina tetracético (EDTA) (0,25% tripsina, 1mM EDTA) (Gibco) e 
incubou-se o frasco durante 5 minutos a 37ºC. Para inativar a tripsina 
adicionaram-se 6 ml de meio de cultura completo. As células foram 
ressuspendidas para separar eventuais aglomerados e assegurar que todas as 
células fossem removidas do frasco. Posteriormente, retirou-se 10 µL da 
suspensão para realizar a contagem das células usando uma câmara de 
contagem (Neubauer) e determinou-se a densidade celular da suspensão. Num 
novo frasco, adicionou-se o volume adequado da suspensão em meio α-MEM 




2.2. CRIOPRESERVAÇÃO DAS CÉLULAS 
Após a tripsinização e contagem das células no hemocitómetro, 
determinou-se o volume de suspensão celular necessário a obter a densidade 
celular de 1,5 x 106 /ml, transferindo a solução para um tubo de 15 ml. A 
suspensão foi centrifugada, a 1000 r.p.m durante 5 minutos. O sobrenadante foi 
retirado, e ressuspenderam-se as células em 1 ml de meio de cultura com 10% de 
DMSO estéril A suspensão, devidamente identificada, foi transferida para uma 
ampola de criopreservação e esta foi colocada no contentor de congelação “Mr. 
Frosty” (Nalgene) a 4ºC durante 1 hora. No final deste tempo, o “Mr. Frosty” foi 
colocado a -80ºC, tendo conservado esta temperatura durante a noite. No dia 
seguinte as ampolas foram transportadas em azoto líquido ou gelo seco até ao 
contentor de azoto. 
 
2.3. EXPOSIÇÃO A SULFORAFANO 
O sulforafano (Sigma Aldrich) foi diluído em dimetil sulfóxido (DMSO) 
numa concentração final de 10 mM e armazenado a -20 ºC. A partir desta solução 
stock foram preparadas duas soluções de sulforafano a 5 e 10 μM por diluição 
com meio de cultura. As células foram incubadas durante 24 horas a 37 ºC numa 
atmosfera humidificada a 5% de CO2 para adesão. Após as 24 horas procedeu-se 
à remoção do meio de cultura e sua substituição por meio de cultura com 
sulforafano nas concentrações 5 e 10 μM. 
 
2.4. ENSAIO MTT 
O ensaio do MTT, foi realizado de acordo com Lévesque et al, 2008, em 
placas de 96 poços. Em cada poço foram colocados 100 μl de suspensão de 
células na concentração de 1x104/ml. Após as 24 horas necessárias para adesão 
celular procedeu-se à remoção do meio de cultura e à sua substituição com 100 μl 
de meio de cultura com sulforafano nas concentrações 5 e 10 μM. No controlo 
procedeu-se à substituição por meio novo. Foram realizadas quatro réplicas tanto 
no controlo como nas concentrações de sulforafano. De seguida incubaram-se as 
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placas durante 48 h nas condições normais de cultura. As células foram 
observadas diariamente, num microscópio com ampliação de 40 x, de modo a 
verificar a sua morfologia e confluência. No final de cada período de incubação, 
as placas voltaram a ser observadas para verificar a sua confluência, sendo 
depois adicionado a solução MTT (1mg mL-1 em PBS pH 7,2) em cada poço. As 
placas foram mantidas durante 4 horas na incubadora (Binder) a 37ºC e 5 % de 
CO2. Depois das 4 horas de incubação, retirou-se a solução de MTT e 
adicionaram-se 150 µl de DMSO (Sigma). Logo de seguida colocou-se a placa 
num agitador orbital e deixou-se incubar durante 2 horas à temperatura ambiente 
e protegida da luz. Por último, fez-se a medição das absorvância num leitor de 
microplacas a 570 nm, que foram corrigidas a A570 média do branco. A 
percentagem da inibição do crescimento celular foi calculada usando a fórmula: % 
de viabilidade relativa = A570 Amostra / A570 controlo x 100. 
 
2.5. CICLO CELULAR 
Neste ensaio, as células depois de tripsinisadas, foram ressuspendidas 
em meio α-MEM completo, com uma densidade de 2 x 105células por ml-1 e 
plaqueadas em placas de 6 poços (1ml/poço). As placas foram incubadas durante 
24 horas nas condições de cultura descritas. Após este período, removeu-se o 
meio de cultura e este foi substituído pelo mesmo volume da solução celular com 
as concentrações de sulforafano. Para cada condição fizeram-se 4 réplicas. As 
placas foram a incubar a 37ºC, 5% de CO2 em condições de humidade, durante 
24 e 48 horas. No final do tempo de incubação, as células foram observadas num 
microscópio invertido (ampliação 40x). De seguida, lavaram-se as células com 1 
ml de PBS pH 7,2 (Gibco) e estas foram tratadas com 300 μL de tripsina/EDTA 
(Gibco). Depois deste passo inativou-se a tripsina com 600 μL do meio de cultura 
e procedeu-se à transferência da suspensão celular para um tubo de 2 mL. A 
suspensão celular foi centrifugada a 2000 r.p.m durante 5 minutos e o sedimento 
foi ressuspendido em 1 mL de PBS. Voltaram-se a centrifugar células a 2000 
r.p.m durante 5 minutos e por fim ressuspenderam-se em 1 ml de etanol a 85% 
frio e mantiveram-se a -20 ºC até se proceder à sua análise. No momento da 
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análise da amostra, as células foram centrifugadas a 2000 r.p.m durante 5 
minutos, ressuspendidas em 800 μL de PBS e vortexadas durante 15 a 20 
segundos. Adicionaram-se 50 μL do fluorocromo iodeto de propídio (IP) para corar 
o DNA nuclear e juntou-se 50 μL de RNase (Sigma) para eliminar o RNA da 
amostra. Seguidamente deixaram-se as amostras a incubar durante 20 minutos à 
temperatura ambiente e protegidas da luz até serem analisadas no citómetro de 
fluxo. A intensidade da fluorescência relativa (FL) dos núcleos marcados com IP 
foi medida num citómetro de fluxo Beckman Coulter Epics-XL (Beckman Coulter). 
Como fonte de excitação foi usado um laser de Árgon de 15 mW e a emitir a 488 
nm. Os resultados foram adquiridos usando o programa SYSTEM II versão 3.0 
(Beckman Coulter). Em cada réplica, sempre que possível, foram analisados pelo 
menos 5500 núcleos. Os núcleos agregados (dupletos), núcleos parciais, núcleos 
associados ao citoplasma e outro lixo presente nas amostras, foram eliminados 
da análise definindo uma região específica no citograma de área vs altura do pico 
da FL. A análise do ciclo celular foi realizada com base em histogramas.  
 
2.6. ENSAIO COMETA 
O ensaio cometa ou Eletroforese Gel Único Cell (SCGE) foi realizada 
conforme descrito por (Singh et al 1988; Tice et al 2000) com ligeiras 
modificações. 
A preparação das soluções e das lâminas foi realizada antes do início do 
ensaio: Lâminas com extremidades foscas foram mergulhados numa solução de 
1% do agarose de ponto de fusão normal (NMPA) e secas durante a noite a 
temperatura ambiente. Neste ensaio, as células foram plaqueadas em placas de 6 
poços numa densidade de 2 x 105 células por poço, sendo incubadas durante 24 
horas numa atmosfera humidificada a 37ºC, 5% de CO2. Depois do tempo de 
incubação, o meio de cultura foi substituído pelo mesmo volume de meio com 
sulforafano a 5 e 10 μM, No controlo o meio foi substituído por meio fresco. As 
células foram incubadas durante 24 e 48 horas nas condições de cultura descritas 
acima. Após este tempo as células foram lavadas com 300 μL de PBS pH 7,2 
(Gibco), tratadas com 300 μL de tripsina/EDTA (Gibco), que foi posteriormente 
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inativada com 600 μL de meio de cultura, sendo as células por fim recolhidas. 
Estas foram a centrifugar durante 5 minutos a 2000 r.p.m, retirou-se o 
sobrenadante e ressuspendeu-se em 50 μL de PBS. O controlo positivo foi 
ressuspendido em 100 mM H2O2 durante 10 minutos e posteriormente 
centrifugado durante 5 minutos e ressuspendido em PBS. Uma mistura de 50 µL 
da suspensão de células e 50 µL de 1% agarose baixo ponto de fusão (LMPA), 
previamente aquecida a 37 º C foi espalhada em cada lâmina com a camada seca 
de NPMA e sendo cada lâmina coberta com uma lamela. Deixou-se arrefecer as 
lâminas, no frigorífico a 4ºC, durante pelo menos 5 minutos de modo a estas 
solidificarem, após este período retirou-se a lamela. As lâminas foram submersas 
na solução de lise previamente arrefecida a 4ºC (150 ml de solução de lise 
composta de duas soluções: uma contendo 2,5 M NaCl, 100 mM EDTA; 10mM 
Trizma Base; 0,2 M NaOH; pH 10; e outra contendo 1% Triton X-100 e 
10%DMSO), durante 2 horas. Após a lise celular, as lâminas foram retiradas da 
solução de lise e colocadas na horizontal na tina de eletroforese previamente 
preenchida com tampão de eletroforese (300mM NaOH, 1mM EDTA, pH 13). As 
lâminas foram expostas ao tampão durante 20 minutos para permitir a 
desnaturação do DNA, e o seu desenrolamento. Após este tempo iniciou-se a 
eletroforese, ligada a uma corrente de 300 miliamperes 0,74 V/cm durante 30 
minutos no mesmo tampão. No final deste período, desligou-se a corrente, 
retiraram-se as lâminas do tampão e colocaram-se no tampão de neutralização 
(0.4 M Tampão Tris a pH 7.5) durante 5 minutos. Este passo repetiu-se duas 
vezes. Por fim as lâminas foram lavadas com água destilada. As lâminas foram 
secas e mantidas à temperatura ambiente e protegidas da luz até observação. No 
momento em que as lâminas foram a observar foram rehidratadas durante 15 
minutos sendo depois coradas com brometo de etídio (10 mg/ml), durante 5 
minutos no escuro e por fim lavadas em água destilada durante 5 minutos, para 
retirar o excesso. No final de observação, as lâminas foram mergulhadas em 
etanol absoluto para remover manchas, desidratar e ser armazenado novamente. 
Para amostra, foram preparadas duas lâminas e cerca de 50 a 100 células 
selecionadas aleatoriamente para visualização. As imagens foram fotografadas 
com um software de imagem (NIS Elements-F 3.00, SP7). Todas as fotografias 
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dos núcleos foram analisados na versão 1.2.2 do CASPLab - Comet Assay 
Software Project de modo a marcar automaticamente um amplo conjunto de 
parâmetros, tais como % de DNA na cauda, comprimento da cauda e momento 
da cauda, para fornecer uma descrição global do cometa.    
 
2.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
Para todas as experiências foram realizados dois ensaios independentes 
e para cada ensaio foram feitas pelo menos três réplicas. 
A análise estatística dos dados foi efetuada usando o programa 
SigmaPlot versão 11.0. A avaliação da existência de diferenças significativas 
entre o controlo e as concentrações de sulforafano foram realizadas por dois tipos 
de análise de variância (two way ANOVA), seguido por um teste de Holm-Sidak (p 
<0,001) para avaliar a significância das diferenças nos parâmetros. Quando 
necessário, os dados foram transformados para alcançar a normalidade e 
igualdade de variâncias. Relativamente ao ensaio cometa a análise de dados foi 
realizada através de uma análise de variância (ANOVA), usando o teste 
paramétrico Tukey para a análise entre grupos. Considerou-se que os resultados 
eram estatisticamente significativos sempre que p <0,001. 











3.1. AVALIAÇÃO CITOTÓXICA DO SULFORAFANO EM CÉLULAS MG-63 
3.1.1. Efeito do Sulforafano na proliferação celular e confluência das 
culturas 
Da análise das culturas ao microscópio invertido, observou-se que quanto 
maior a concentração de sulforafano, menor a confluência das células nos poços 
de cultura e maior a alteração morfológica celular, tal como pode ser observado 






























Figura 9 - Morfologia das células MG-
63 controlo (0µM de sulforafano). 
Observação em microscópio invertido 
(ampliação 100x) 
Figura 10 - Morfologia das células MG-63 
expostas ao sulforafano a 5µM (ampliação 
100x) 
Figura 11 - Morfologia das células MG-63 




3.1.2. Efeito do Sulforafano na viabilidade celular (Ensaio MTT) 
Como foi descrito no material e métodos, o efeito do composto sulforafano 














Após as 24 e 48 horas de exposição, o sulforafano provocou um 
decréscimo na viabilidade celular desta linha de osteosarcoma (Fig 13). Este 
decréscimo ocorreu de forma mais acentuada com o aumento da concentração do 
composto sulforafano, apresentando diferenças estatísticas, em relação ao 
controlo negativo para uma concentração de 10 μM, tanto para 24 horas como 
para as 48 horas. Verificaram-se também diferenças estatísticas significativas 
entre os tempos analisados para as concentrações de 5 e 10 µM o que indica 
quanto maior o tempo de exposição maior o efeito do sulforafano na viabilidade 
celular. A diminuição da viabilidade celular traduziu-se numa pequena inibição de 
crescimento de cerca de 0,66% ± 9,78 e 6,2% ± 9,58 respetivamente para a 
concentração de 5 μM em 24 e 48 horas, comparativamente ao controlo. 
Enquanto a inibição de crescimento para a concentração de 10 μM foi de 32,66% 
± 3,94 e 40,63% ± 4,03, para 24 e 48 horas respetivamente, ou seja quase 
metade em relação ao controlo (Fig 13). 
Figura 12 - Efeito do sulforafano na viabilidade das células MG-63 após 24 e 48 horas de 
exposição. Os valores representam a média ± S.D. O símbolo * indica diferenças significativas 
entre o controlo e as restantes amostras (p <0,001). Letras diferentes, a e b significam 



































3.1.3. Efeito do sulforafano no ciclo celular (Citometria de fluxo) 
Na figura 14, estão representados alguns exemplos de histogramas 
obtidos por análise de citometria de fluxo do ciclo celular das células MG-63. Os 
histogramas apresentam um perfil bem definido, evidente nas células controlo, 
com um pico principal estreito e bem definido e que apresentava um valor de CV 
(coeficiente de variação) médio de 3,5%. Este pico corresponde aos núcleos na 
fase G0/G1 com um conteúdo 2C em DNA. É ainda visível um segundo pico com o 
dobro da intensidade de fluorescência, correspondente aos núcleos que se 



















Os núcleos que emitem uma fluorescência entre os dois picos têm uma 
quantidade intermédia de DNA e representam os núcleos na fase S do ciclo 
celular.  
Nestes exemplos de histogramas típicos dos perfis de células nas 
diferentes condições é visível a variação de células nas diferentes fases, e uma 
acumulação nítida de células em G2 com o aumento de concentração de 




Figura 13 - Exemplos de histogamas obtidos após exposição ao sulforafano durante 48 
horas. A - Controlo; B - 5µM; C - 10µM 
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Usando a citometria de fluxo (FCM) analisou-se a progressão das células 
da linha em estudo pelas diferentes fases do ciclo celular. Como foi descrito 
anteriormente usou-se o iodeto de propídio (como fluorocromo estequiométrico 
para o DNA, e que emite fluorescência na zona do vermelho alaranjado), e a 


























Figura 14 - Resultado do ciclo celular, após (A) 24 e (B) 48 horas de exposição ao sulforafano. Os 
valores representam a média ± S.D. O símbolo * indica diferenças significativas entre o controlo e 

























A análise ao ciclo celular após 24 horas revelou que a exposição de 
sulforafano induziu uma acumulação crescente de células na fase G2, consoante 
o aumento da concentração do composto: 17,69% ± 8,72 para o controlo; 23,47% 
± 6,94, para a concentração de 5µM; e 45,91% ± 2,89 para a concentração de 
10µM, embora esta diferença seja apenas estatisticamente significativa para a 
concentração de 10 µM (Fig 15 A). Após 48 horas foi obtido um resultado 
semelhante: 20,33 ± 2,48% para o controlo, 24,50 ± 4,27 para a concentração de 
5 μM e 48,80 ± 3,83% para a concentração de 10 μM e mais uma vez apenas 
para a concentração de 10µM se encontraram diferenças estatisticamente 
significativas (Fig 15 B). Não foram verificadas diferenças estatísticas entre as 
concentrações para os dois tempos de exposição, o que indica que o tempo de 
exposição não alterou a acumulação do número de células em G2 por exposição 
ao sulforafano. 
 
3.2. AVALIAÇÃO DOS EFEITOS GENOTÓXICOS DO SULFORAFANO EM 
CÉLULAS MG-63 
3.2.1. Avaliação do ensaio cometa 
O ensaio cometa foi realizado, depois da exposição das células da linha 
MG-63 ao composto sulforafano durante 48 horas. Após este tempo as células 
foram primeiramente visualizadas no microscópio de fluorescência de modo a 













 A B C 
Figura 15 - Imagens do ensaio cometa obtidas após 48 horas de exposição ao sulforafano: A - 
Controlo; B - 5 μM; C - 10 μM. Ampliação: 1000x. 
 34 
 
Verificou-se que quanto maior a concentração de sulforafano, maior o 
arrastamento de material genético e consequentemente maior o número de 
quebras de DNA (Fig 16; Tabela 1). Os parâmetros obtidos pelo programa 
CASPLab revelaram um aumento da % de DNA na cauda para as concentrações 
de 5 e 10 μM (respetivamente 9,23 ± 6,62 a 15,56 ± 6,28), relativamente ao 
controlo. 
 
Tabela 1 - Dados do ensaio cometa após exposição de sulforafano para 48 horas: os valores 




Os valores de comprimento da cauda foram aqueles onde houve maior 
variação verificando-se uma grande diferença de valores entre cada uma das 
concentrações, (8,75 ± 7,42; 132,36 ± 28,86; 207,56 ± 68,08, para 0, 5 e 10 μM 
respetivamente). Para os valores de momento da cauda também houve um 
aumento dos valores conforme o aumento das concentrações (0,02 ± 0,03; 14,51 
± 12,56 e 38,96 ± 23,02) mas apenas para a concentração de 10μM é que houve 
diferenças estatísticas significativas (Tabela 1). 
  
 
Concentração de Sulforafano (μM) 
0 5 10 
% DNA na Cauda 0,14 ± 0,18 9,23 ± 6,62* 15,56 ± 6,28* 
Comprimento da Cauda 8,75 ± 7,42 132,36 ± 28,86* 207,56 ± 68,08* 




Como já referido anteriormente, para determinar a eficácia biológica de 
fitocompostos específicos que têm sido implicados em estudos epidemiológicos 
tem se utilizado de forma cada vez mais intensiva a experimentação animal em 
complementaridade com sistemas in vitro, reservando os ensaios com sistemas in 
vivo para ensaios de fase mais avançada ou específica. Estes ensaios de eficácia 
visam determinar a bioatividade dos compostos puros, (e.g. extratos vegetais). Os 
ensaios podem assim ser usados para testar os potenciais efeitos destes 
compostos dentro de células, permitindo definir hipóteses de ação/efeitos 
transponíveis para sistemas mais complexos como os organismos. Nesta fase 
poderão então usar-se modelos in vivo.  
Os tipos de modelos utilizados e a abordagem progressiva a partir de 
culturas de células para sistemas in vivo, são em grande parte a base da 
abordagem adoptada no âmbito da indústria farmacêutica. No entanto, há várias 
diferenças importantes na avaliação da atividade de um composto com potencial 
efeito terapêutico, sendo uma delas a necessidade de se estabelecer a sua 
toxicidade in vitro/in vivo, como pré-requisito para estudos em humanos (Traka e 
Mithen, 2011). 
Numerosos estudos têm descrito os efeitos inibitórios de isotiocianatos no 
crescimento de linhas celulares tumorais humanas em cultura, sendo estes 
estudos bastante importantes uma vez que o efeito de um composto na 
proliferação celular é frequentemente usado como uma medida para testar a sua 
eficiência na prevenção e tratamento do cancro (Shan et al, 2006). Em geral, 
estes estudos mostram que os isotiocianatos inibem o crescimento celular para 
pequenas concentrações micromolar (Fimognari et al, 2008). 
Neste trabalho, foi avaliada a potencial atividade citotóxica do sulforafano 
em células tumorais da linha MG-63 de modo a verificar se este composto inibia a 
viabilidade celular em osteosarcoma. 
Os resultados do ensaio MTT demonstraram que houve uma diminuição 
da viabilidade celular, indicando que a atividade mitocondrial foi afetada na 
presença do sulforafano durante a exposição de 24 e 48 horas, para a 
concentração de 10 µM, respetivamente 33% e 40 % de inibição celular, 
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relativamente ao controlo. Estes resultados indicam que para esta concentração, 
a inibição ocorre de modo dose e tempo dependente ou seja quanto maior o 
tempo de exposição, maior o efeito inibitório provocado pelo sulforafano. Estes 
dados observados são consistentes com os resultados existentes na literatura 
para estudos realizados sobre o efeito do sulforafano em linhas de osteosarcoma 
humano (Kim et al, 2011). Para a concentração 10 µM de sulforafano e após 48 
horas de exposição foi observado uma inibição na viabilidade celular em cerca de 
65% para a linha MG-63, e em cerca de 25% para a linha tumoral U2-OS (Kim et 
al, 2011). Em contrapartida, na linha tumoral de osteosarcoma de roedores LM8 
(que possui um grande potencial metástico para os pulmões) observou-se uma 
diminuição em cerca de 81% da viabilidade celular para exposição a 10µM 
sulforafano durante 48 horas (Matsui et al, 2007). Foram obtidos resultados 
semelhantes em outras linhas tumorais humanas, tais como do carcinoma do 
ovário (Bryant et al, 2010), da linha tumoral leucémica (Sestili, et al 2010), do 
carcinoma da bexiga (Shan et al, 2006) e para a linha tumoral LM8 de 
osteosarcoma em roedores (Matsui et al, 2007).  
Vários estudos realizados (Zhang, 2000 e Zhang, 2001) têm demonstrado 
de forma evidente que após a absorção de isotiocianatos estes são rapidamente 
conjugados com tióis intracelulares, tais como a GSH, a cisteína e N-
acetilcisteína, sendo depois excretados na urina. O tempo de meia vida dos 
isotiocianatos acumulados nas células cancerosas da próstata humana LNCaP foi 
de apenas cerca de 1 h (Zhang, 2004). Por isso, a contínua acumulação 
intracelular e eficácia biológica apenas é possível quando há uma presença 
contínua de isotiocianatos para permitir a captação celular frequente destes 
compostos (Zhang, 2004). É importante referir que quatro voluntários humanos 
quando alimentados com 200 µM de isotiocianatos a partir de uma dose de 
extrato de bróculos, estes foram rapidamente absorvidos e atingiram uma 
concentração de 0,94-2,27 µM no plasma, eritrócitos e soro (Zhang, 2004).  
No entanto, no presente trabalho apenas foram observados resultados 
anti proliferativos significativos para a dose de 10 µM o que significa que terá que 
ser desenvolvido um melhor sistema de modo a melhorar a absorção do 
sulforafano por parte das células ou a utilização de injeções intra tumorais de 
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modo a alcançar-se uma concentração mais elevada de sulforafano no local 
tumoral. Deve também ser realizado um estudo complementar de modo a 
investigar os possíveis efeitos secundários de elevadas doses de sulforafano.  
 
A proliferação e diferenciação celular são processos estritamente 
regulados que têm de ser coordenados de forma muito precisa, de modo a manter 
a homeostasia nos tecidos. No ensaio desenvolvido nesta dissertação, os 
resultados da avaliação do ciclo celular, demonstraram que para a concentração 
de 10µM de sulforafano durante a exposição de 24 e 48 horas, houve uma 
diminuição significativa de células que se encontravam na fase G0/G1, e um 
aumento significativo de células na fase G2, ou seja paragem do ciclo celular na 
fase G2. Estes resultados foram consistentes para outros estudos realizados com 
células da linha U2-OS e MG-63 onde se verificou que para a mesma 
concentração de sulforafano ocorria um bloqueio do ciclo celular para a fase G2 
com cerca de 30% das células nesta fase (Kim et al, 2011). Outros exemplos 
onde ocorre paragem do ciclo celular em G2 para o sulforafano envolvem células 
de tumor do cólon, (Gamet-Payrastre, et al 2000), células de tumor da próstata 
(Cho et al, 2009) e de tumores da mama (Jackson e Singletary, 2004). Estes 
resultados sugerem que a acumulação de células na fase G2/M foi causada não 
só por um aumento na duração da fase G2, mas por uma paragem completa de 
muitas células na fase G2/M. A acumulação de células na fase G2/M foi 
acompanhada por uma diminuição na percentagem de células na fase G0/G1. 
A paragem do ciclo celular na fase G2/M é observada quando há um 
defeito na reparação de danos no DNA, na ligação dos centrómeros ao fuso 
mitótico ou quando ocorre a polimerização dos microtúbulos do fuso e assim uma 
paragem em G2 evita que a célula segregue cromossomas defeituosos (Perdigão 
e Tavares, 2004; Kim et al 2011) 
Tendo em conta, estes fatores, estudos realizados por Jackson e 
Singletary (2004) e Mi et al (2008), identificaram que a tubulina, o principal 
constituinte dos microtúbulos, é uma proteína alvo de isotiocianatos, onde se 
inclui o sulforafano, para a inibição do crescimento celular. Estes compostos são 
eletrófilos que se ligam covalentemente a certos resíduos de cisteína na tubulina 
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tanto in vitro com in vivo. Esta ligação induz mudanças conformacionais na 
tubulina e provoca o colapso dos microtúbulos, o que contribui para a paragem do 
ciclo celular em G2/M e consequentemente, apoptose (Mi et al, 2009). 
A passagem através do ciclo celular é governada por uma família de 
complexos de proteína quinase que são controladas, em parte, por quinases 
dependentes de ciclinas (CDK) e pelos seus parceiros de ativação essencial, as 
ciclinas (Sherr et al, 1995). Em condições normais, esses complexos são ativados 
em intervalos específicos, e através de uma série de eventos que resultam na 
progressão de células através de várias fases do ciclo celular, garantindo assim o 
crescimento celular normal. Qualquer defeito nesta maquinaria pode causar uma 
alteração na regulação do ciclo celular que resulta na proliferação celular 
indesejada e, finalmente, culmina no desenvolvimento de cancro (Pestell et al, 
1999). Assim, a regulação da atividade das ciclinas e CDK acabou por ser uma 
estratégia altamente produtiva para a descoberta e desenvolvimento de novos 
agentes anticancerígenos que visam o ciclo celular. 
Para uma análise das alterações desta progressão, com base nas 
ciclinas/CDKs, pode-se considerar que as ciclinas A e B1, juntamente com CDK1 
e 2, são as forças motrizes por trás da fase G2 do ciclo celular, enquanto a p21 
induz a paragem do ciclo celular na fase G1 e G2 após indução pela p53 (Martinez 
et al, 1998). Verificou-se que para as células U2-OS houve uma diminuição dos 
níveis de ciclinas A e B1 e uma diminuição dos níveis de CDKs 1 e 2 para a 
concentração de 10 e 20 µM e para a concentração de 20µM verificou-se um 
aumento da expressão da p21. Estes resultados sugerem que a paragem do ciclo 
celular na fase G2/M é mediada pela limitação da quantidade de ciclinas e CDKs 1 
e 2, que são fatores de regulação essenciais na passagem para a mitose (Kim et 
al, 2011).  
Verificou-se no trabalho de Matsui et al (2007) que, para as células MG-
63, o sulforafano induz a paragem do ciclo celular para 24 horas através do 
aumento da expressão da p21 de forma independente da p53 uma vez que esta 
está inativada nas células MG-63. Em contrapartida, para as células LM8 a 
paragem do ciclo celular em G2 para 24 horas também foi obtida através do 
aumento da expressão da p21. Estes resultados de Matsui et al (2007) são muito 
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importantes uma vez que o sulforafano induz a p21 de modo independente da p53 
que está inativada em doentes com osteosarcoma (Diller et al, 1990).  
 
O sulforafano é conhecido por induzir quebras de DNA simples, sendo 
importante notar que o dano no DNA representa, um mecanismo particularmente 
importante, responsável pela toxicidade de um grande número de medicamentos 
utilizados na terapia anticancerígena, e este é um campo onde a utilização de 
isotiocianatos presentes na dieta provenientes da ingestão, em quantidade acima 
da necessária, está a ser investigado como possível terapia anticancerígena 
(Fimognari et al, 2006). 
Os resultados do ensaio cometa, realizado durante este trabalho, 
demonstraram que para as concentrações de sulforafano de 5 e 10 µM, estas 
induzem danos no DNA. Para esta observação foi utilizado o ensaio cometa 
alcalino, que é um método bastante sensível na deteção de vários tipos de 
quebras de DNA ao nível de uma única célula (Collins et al, 2008). Estes dados 
são concordantes com outros trabalhos realizados, que estão relacionados com a 
indução de quebras de DNA por parte do sulforafano, ou compostos da mesma 
família em várias linhas tumorais (Visanji et al, 2004; Sestili et al 2010), embora 
apenas tenham sido encontradas diferenças estatísticas significativas para 
concentrações iguais ou superiores a 10µM de isotiocianatos (Ye et al, 2002).  
Recentemente foi demonstrado que o sulforafano promove a formação de 
espécies reativas de oxigénio (ROS), que são conhecidas por induzirem dano no 
DNA (Singh et al, 2007). Sendo que as mitocôndrias são uma fonte comum de 
produção de espécies reativas de oxigénio (Sestili et al, 2010) vários estudos 
foram realizados em células de linhas tumorais, onde se observou que o aumento 
da produção de ROS por parte do sulforafano, tem como provável localização 
celular as mitocôndrias (Choi et al, 2008; Xiao et al 2009). No entanto, também foi 
demonstrado que o sulforafano tem um comportamento ambivalente, uma vez 
que num trabalho realizado por Shapiro et al (2005), foi demonstrado que o 
sulforafano não tinha uma atividade selectiva contra células cancerígenas.  Este 
composto foi capaz de provocar a formação de espécies reativas intracelulares, 
bem como a quebra de DNA tanto em de células transformadas (Jurkat) e não-
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transformados (HUVEC), embora para estas últimas em sejam necessárias doses 
mais elevadas do que as exigidas nas células transformadas (Jurkat).  Embora os 
estudos in vitro não prevejam necessariamente os resultados in vivo, estes 
estudos levantam importantes questões relativas à adequação do sulforafano 
para a quimioprevenção do cancro (Sestili et al, 2010). 
Visanji et al, 2004 defende que as quebras de DNA provocadas pelo 
sulforafano são, mais uma característica pró-carcinogénica, do que um fenómeno 
anticarcinogénico. Existindo mesmo estudos, que sugerem que os isotiocianatos 
podem induzir quebras na cadeia de DNA ou ter efeitos mutagénicos (Kassie et 
al, 2003). Mais recentemente, em ensaios realizados com glucorafenina que é o 
precursor do sulforafano, foi demonstrado que este composto aumentou a 
atividade das enzimas de fase I (ativação procarcinogénica), e também se 
verificou um aumento do stress oxidativo e consequente aumento de dano no 
DNA (Paolini et al, 2004). Estas substâncias que parecem ser capazes de exercer 
tanto efeito "pró" e "anti" mutagénico e cancerígeno são chamadas de 
"mutagénicos de Janus" (Zeiger, 2003). Modelos animais forneceram evidências 
adicionais para os possíveis efeitos cancerígenos dos isotiocianatos, sugerindo 
em especial, que os isotiocianatos podem ser de fato co-carcinogénicos como os 
químicos comuns utilizados em experimentação cancerígena, ao invés de 
simplesmente se oporem à sua acção como sugerido em estudos anteriores 
(Hecht, 2000), na verdade, alguns estudos demonstraram que os isotiocianatos 
podem promover o carcinoma da bexiga em roedores (Sugiura et al, 2003) 
Deve-se ter em atenção que as concentrações de sulforafano usadas 
nestes ensaios são doses acima das recomendadas para a nutrição. Estas 
observações indicam que estas doses (> 10 µM) de sulforafano podem ser 
consideradas como uma grande promessa para um possível futuro 
desenvolvimento do sulforafano como agente um quimioterápico e não como um 
agente quimiopreventivo (Sestili et al, 2010). 
Neste contexto, os danos no DNA induzidos por sulforafano merecem 
consideração como parte dos mecanismos subjacentes na indução da morte de 
células tumorais, bem como um possível mecanismo adicional responsável por 
 41 
 
maximizar os efeitos potencializadores do sulforafano associado a drogas 






5. Conclusões e Perspetivas Futuras 
O sulforafano em ensaios in vitro afectou comprovadamente a viabilidade 
a proliferação das células de osteosarcoma MG-63. Este efeito traduziu-se num 
bloqueio em G2 com inibição da proliferação celular, e num aumento de células 
com degradação do DNA.  
Estes ensaios suportam assim a possibilidade de o sulforafano poder ser 
um composto de interesse no controlo da proliferação de células tumorais. Mais 
ensaios deverão ser contudo efetuados para complementar esta assunção: 
 
 Estudos de apoptose (eg por citometria de fluxo, a Anexina ou o TUNEL, 
ou ainda avaliar a expressão de genes associados a caspases e outras 
proteínas intervenientes na apoptose) 
 Estudos de stress oxidativo (ROS) 
 Estudos complementares do ciclo celular (eg. expressão de CDK, ciclinas) 
 Outros estudos moleculares de proteínas como a p53, p21, … 
 
Para além disso, pode ainda avaliar-se o efeito deste composto em 
ensaios in vivo. Estes resultados podem contribuir para, mais tarde, entidades 
/investigadores elaborarem recomendações sobre a possível utilização deste 
composto em ensaios clínicos no combate a osteosarcoma. De notar que já estão 
a ser realizados ensaios clínicos para avaliar o potencial antitumoral do 
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